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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17915:2022) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 ,,Chemische Desinfekti-
onsmittel und Antiseptika“ erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

Das zustdndige nationale Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-08-04 AA ,Desinfektionsmittel
Tierhaltung/Lebensmittelbereich” im DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte

(NAL).

Um Zweifelsfalle in der Ubersetzung auszuschlieRen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die Nutzungs-
bedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafden auch fiir den englischen Text.

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument konnen {iber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch eine
Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17915:2022) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 ,Chemische Desinfekti-
onsmittel und Antiseptika“ erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.
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Einleitung

Dieses Dokument beschreibt ein Verfahren zur Oberflachenpriifung, mit dem festgestellt wird, ob ein Produkt,
das als Desinfektionsmittel fiir die in Abschnitt 1 beschriebenen Bereiche vorgeschlagen wird, eine viruzide
Wirksamkeit auf nicht pordse Oberflache hat oder auch nicht.

Im Laboratoriumsversuch werden weitgehend die praktischen Anwendungsbedingungen simuliert. Die aus-
gewahlten Bedingungen (Einwirkzeit, Temperatur, Organismen auf den Oberflaichen usw.) spiegeln Parame-
ter wider, die in praktischen Situationen vorkommen, einschliefllich der Bedingungen, die moglicherweise die
Wirkung von Desinfektionsmitteln beeinflussen. Jede durch diese Priifung ermittelte Gebrauchskonzentration
entspricht den festgelegten Versuchsbedingungen.

Die Bedingungen sind dafiir vorgesehen, allgemeine Zwecke abzudecken und eine Referenz zwischen Labora-
torien und Produkttypen ermdglichen. Jede durch diese Priifung ermittelte Gebrauchskonzentration des che-
mischen Desinfektionsmittels oder Antiseptikums entspricht den festgelegten Versuchsbedingungen.

Fiir spezielle Anwendungen kénnen die Empfehlungen zur Verwendung eines Produkts jedoch abweichen, so

dass moglicherweise zusatzliche Priifbedingungen erforderlich sind, die von dieser Europdischen Norm nicht
abgedeckt werden kénnen.
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1 Anwendungsbereich
Dieses Dokument legt ein Priifverfahren fiir und die Mindestanforderungen an die viruzide Wirkung von che-
mischen Desinfektionsmitteln fest, die bei Verdiinnung mit Wasser standardisierter Harte bzw. bei gebrauchs-
fertigen Produkten mit Wasser als homogene, physikalisch stabile Zubereitung vorliegen.
Dieses Dokument gilt fiir Produkte, die in den Bereichen Lebensmittel, Industrie, Haushalt und 6ffentliche Ein-
richtungen zur Desinfektion von nicht-porésen Oberflichen ohne mechanische Behandlung, mit Ausnahme
von Bereichen und Bedingungen, wo eine Desinfektion aus medizinischen Griinden angezeigt ist.
Dieses Dokument gilt mindestens fiir den folgenden Anwendungsbereich:
a) Verarbeitung, Vertrieb und Verkauf von:
1) Lebensmitteln tierischer Herkunft:
— Milch und Milchprodukte;
— Fleisch und Fleischprodukte;
— Fisch, Meerestiere und daraus hergestellte Erzeugnisse;
— Eier und Eiprodukte;
— Tiernahrung;
— usw;
2) Lebensmittel pflanzlicher Herkunft:

— Getranke;

— Frichte, Gemiise und daraus hergestellte Erzeugnisse (einschliefdlich Zucker, Destillationspro-
dukte usw.);

— Mehl, gemahlene und gebackene Produkte;
— Tiernahrung;
— usw;
b) gewerbliche Einrichtungen und Haushaltsbereiche:
— Verpflegungseinrichtungen;
— Offentliche Bereiche;

— Offentliche Verkehrsmittel;

— Schulen;
— Kindergarten;
— Geschifte;
— Sportstatten;
Documents
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— Abfallbehélter (Miilltonnen usw.);
— Hotels;
— Wohngebaude;
— Kklinisch nicht relevante Bereiche von Krankenhdusern;
— Biroraume;
— usw;
c) andere industrielle Bereiche als der Lebensmittelbereich:
— Verpackungsmaterial;
— Biotechnologie (Hefe, Proteine, Enzyme usw.);
— Hersteller von Pharmazeutika;
— Hersteller von Kosmetika und Toilettenartikeln;
— Hersteller von Textilien;
—  Weltraumforschungsindustrie und Computerindustrie;
— usw.

EN 14885 legt im Einzelnen die Beziehung der verschiedenen Priifungen untereinander sowie zu den ,Anwen-
dungsempfehlungen” fest.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon oder
ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten Verweisungen gilt
nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug
genommenen Dokuments (einschlieflich aller Anderungen).

EN 12353, Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika — Aufbewahrung von Priiforganismen fiir die
Priifung der bakteriziden (einschliefdlich Legionella), mykobakteriziden, sporiziden, fungiziden und viruziden

(einschliefllich Bakteriophagen) Wirkung

EN 14885, Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika — Anwendung Europdischer Normen fiir chemische
Desinfektionsmittel und Antiseptika

EN 10088-1, Nichtrostende Stihle — Teil 1: Verzeichnis der nichtrostenden Stdhle

EN 10088-2, Nichtrostende Stdhle — Teil 2: Technische Lieferbedingungen fiir Blech und Band aus
korrosionsbestdindigen Stdhlen fiir allgemeine Verwendung
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3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach EN 14885 und die folgenden Begriffe.

31

Zytotoxizitat

morphologische Veranderung von Zellen und/oder ihre Zerstérung oder die Reduktion ihrer Empfindlichkeit
gegenlber einer Virusmultiplikation, die durch das Produkt verursacht wird

3.2

plaquebildende Einheiten

PFU, en: plaque forming units

Anzahl der infektiosen Viruspartikel je Volumeneinheit (ml)

3.3

Referenz-Virusinaktivierungspriifung

Priifung mit einem festgelegten Produkt (z.B. Glutaraldehyd) parallel mit einem zu priifenden Produkt zur
internen Kontrolle der Priiffung

3.4

TCIDs

50 %-Infektionsdosis einer Virussuspension oder der Verdiinnung der Virussuspension, die in 50 % der Zell-
kultureinheiten eine virale zytopathische Wirkung (CPE) (3.5) auslost

3.5

virale zytopathische Wirkung

CPE, en: viral cytopathic effect

morphologische Veranderung von Zellen und/oder ihre Zerstérung als Folge einer Virusmultiplikation

3.6

Virusplaque

Bereich der in einer Einschicht-Zellkultur unter einem halbfesten Medium aufgetretenen Zellauflésung (Lysis)
durch die Infektion mit einem einzigen infektiosen Viruspartikel und dessen Vermehrung

3.7
Virustiter
Menge der in einem Zellkulturlysat oder in einer Losung je Volumeneinheit vorhandenen infektiosen Viren

3.8

viruzide Wirksamkeit

Fahigkeit eines Produkts zur Verringerung der Anzahl infektioser Viruspartikel des Adenovirus und des muri-
nen Norovirus zur Oberflaichendesinfektion in anderen Bereichen als der Lebensmittelverarbeitung, dem Ver-
trieb und dem Einzelhandel und des murinen Norovirus fiir Bereiche der Lebensmittelverarbeitung, des Ver-
triebs und des Einzelhandels

3.9

hohe viruzide Wirksamkeit

Fahigkeit eines Produkts, das in Gesundheitsbereichen und anderen professionellen Bereichen, in denen eine
Desinfektion medizinisch angezeigtist, zur Verringerung der Anzahl infektidser Viruspartikel des murinen Par-
vovirus fiir die Flichendesinfektion in anderen Bereichen als dem o6ffentlichen Bereich, dem Bereich Haushalt,
Lebensmittelverarbeitung, Vertrieb und Einzelhandel verwendet wird

3.10

begrenzte viruzide Wirksamkeit

Fahigkeit eines Produkts zur Verringerung der Anzahl infektioser Viruspartikel des Vacciniavirus, wobei die
Aktivitat gegen alle umhiillten Viren abgedeckt ist
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4 Anforderungen an die viruzide Wirksamkeit auf Oberflachen

Bei Priifung in Ubereinstimmung mit Tabelle1 und Abschnitt5, muss fiir das Produkt eine dezimal-
logarithmische Reduktion (Ig) um mindestens vier Stufen des Virustiters nachgewiesen werden.

Tabelle 1 — Mindest- und zusitzliche Priifbedingungen

Mindestbedingungen

Oberflachendesinfektion in
Industriebereichen, in Bereichen der
Lebensmittelverarbeitung, des Vertriebs
und des Einzelhandels

Oberflachendesinfektion in
gewerblichen Einrichtungen und
Haushaltsbereichen

Mindestspektrum von

Viruzide Wirksamkeit fiir die

Viruzide Wirksamkeit fiir die

Priiforganismen biopharmazeutische Industrie Anwendung in gewerblichen
Murines Parvovirus Einrichtungen und im Haushalt
Viruzide WirksamkKeit fiir industrielle Adenovirus
Bereiche aufder der biopharmazeutischen Murines Norovirus
und Lebensmittelindustrie Begrenzte viruzide Wirksamkeit
Adenovirus L
Vacciniavirus
Murines Norovirus
Viruzide Wirksamkeit fiir die
Lebensmittelindustrie
Murines Norovirus
Begrenzte viruzide Wirksamkeit
Vacciniavirus
Viruzide Wirksamkeit (chemothermisch)
Murines Parvovirus bei Temperaturen > 40 °C
Priftemperatur zwischen 18 °C und 25 °C, aber fiir die zwischen 18 °C und 25 °C

chemothermische Behandlung

Zusatzliche Temperatur

zwischen 4 °C und <40 °C

zwischen 4 °C und <40 °C

a) Bedingungen
niedriger Belastung

b) Bedingungen hoher
Belastung

Einwirkzeit nach den Empfehlungen des Herstellers, aber | nach den Empfehlungen des Herstellers,
nicht langer als 60 min® aber nicht langer als 60 min©
Belastungssubstanzen 0,3 g/1 Rinderserumalbumin 0,3 g/1 Rinderserumalbumin

und/oder

3,0 g/1 Rinderserumalbumin

und/oder

3,0 g/1 Rinderserumalbumin

Zusitzliche Belastungen?

Weitere Einwirkzeit(en),
Belastungssubstanz(en) oder Virus (Viren)

Weitere Einwirkzeit(en),
Belastungssubstanz(en) oder Virus
(Viren)

Die Priifung ,viruzide Wirksamkeit gegen behiillte Viren (begrenzte Viruzidie)“ deckt nur alle behiillte Viren ab.

d  Adenovirus muss nur zur Oberflichendesinfektion in anderen Anwendungen als Lebensmittelverarbeitung, Vertrieb und
Einzelhandel gepriift werden.

a4 Wenn geeignet (spezifische Zwecke), muss die zusitzliche spezifische viruzide Wirksamkeit unter anderen Zeit-, Temperatur-
und Belastungssubstanzbedingungen (siehe 5.2.2.8) nach 5.5 bestimmt werden, um die beabsichtigten spezifischen
Anwendungsbedingungen zu berticksichtigen. Falls zutreffend, konnen zusatzliche Viren gepriift werden. Die Konzentrationen,
die sich als Ergebnis der Priifungen unter zusatzlichen Belastungen ergeben, kénnen niedriger sein, als die, die unter den
Mindestpriifbedingungen gewonnen wurden.

¢ Diein dieser Tabelle angegebenen Einwirkzeiten fiir Flichendesinfektionsmittel werden auf der Grundlage der praktischen
Bedingungen des Produkts ausgewdhlt. Die empfohlene Einwirkzeit fiir die Verwendung des Produkts liegt in der
Verantwortung des Herstellers.

Die bestimmte viruzide Konzentration des Priifprodukts wird als geeignet fiir praktische Anwendungssitua-

tionen empfohlen.
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5 Priifverfahren

5.1 Kurzbeschreibung

5.1.1 Eine Priifsuspension von Viren in einer Losung von Belastungssubstanzen wird auf eine Priifoberfla-
che inokuliert und getrocknet. Eine hergestellte Probe des zu priifenden Produkts wird so aufgetragen, dass
sie den getrockneten Film bedeckt.

Die Priifoberflache wird fiir eine festgelegte Zeit bei einer bestimmten Temperatur gehalten. Die Priifoberflache
wird in ein Zellerhaltungsmedium {iberfiihrt, damit die Wirkung des Desinfektionsmittels sofort neutralisiert
wird. Der Titer des von der Priifoberfliche gewonnenen Virus wird bestimmt.

Der Titer des Inokulums auf einer Priifoberfldche, die statt des Desinfektionsmittels mit Wasser mit standar-
disierter Harte behandelt wurde, wird auch bestimmt, und die dem Produkt zugeschriebene Reduktion des

Virustiters wird aus der Differenz berechnet.

5.1.2 Die Priifung wird unter Verwendung der in Abschnitt 4, Tabelle 1 angegebenen Priiforganismen durch-
geflihrt.

5.1.3 Andere Einwirkzeiten und Temperaturen konnen innerhalb bestimmter in Abschnitt 4, Tabelle 1 fest-
gelegter Grenzen verwendet werden. Zusatzliche Belastungssubstanzen und Priiforganismen diirfen verwen-
det werden.

5.2 Materialien und Reagenzien, einschlief3lich Zellkulturen

5.2.1 Priiforganismen

Die viruzide Wirkung muss unter Verwendung des folgenden als Priiforganismus ausgewahlten Stammes nach
Abschnitt 4, Tabelle 11 bewertet werden:

a) Hiillenloses RNA-Virus?
Murines Norovirus, Stamm S99 Berlin
b) Hiillenloses DNA-Virus
1) Adenovirus Typ 5, Stamm Adenoid 75, ATCC VR-5
2) Murines Parvovirus, Minute Virus of Mice (MVM), Stamm Crawford, ATCC VR-1346
c) Behiillter DNA-Virus
Modifizierter Vacciniavirus, Stamm Ankara (MVA), ATCC VR-1508
Die geforderte Bebriitungstemperatur fiir den Priiforganismus betragt (36 £ 1) °C oder (37 £1) °C(5.3.2.12).

Die gleiche Temperatur (entweder 36 °C oder 37 °C) muss fiir alle Bebriitungen wéhrend einer Priifung und
deren Kontrolle und Validierung angewendet werden.

1 Die ATCC-Nummern sind die Sammlungsnummern von Stimmen, die von diesen Kultursammlungen geliefert werden.
Diese Information dient lediglich zur Unterrichtung der Anwender dieser Europdischen Norm und bedeutet keine
Anerkennung des genannten Produkts durch CEN.

2 Das Murine Norovirus kann vom Friedrich-Loeffler-Institut ,,Bundesforschungsinstitut” fiir Tiergesundheit, Hauptsitz
Insel Riems Siidufer 10, 17493, Greifswald-Insel Riems (Tel.: +49 38351 7-0, Fax: +49 038351 7-121 bezogen werden.

http://www.fli.bund.de.
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Wenn zusatzliche Priiforganismen verwendet werden, miissen sie unter den im Priifbericht anzugebenden
optimalen Wachstumsbedingungen (Temperatur, Dauer, Atmosphire, Medien) aufbewahrt und verwendet
werden. Wenn diese zusatzlichen Priiforganismen nicht in einem Referenzzentrum klassifiziert wurden, miis-
sen ihre Identifizierungsmerkmale angegeben werden. Dariiber hinaus miissen sie von dem Priiflaboratorium
oder der nationalen Kulturensammlung fiir fiinf Jahre als Referenzprobe zuriickgestellt werden.

5.2.2 Kulturmedien, Reagenzien und Zellkulturen

5.2.2.1 Allgemeines

Alle in dieser Europdischen Norm angegebenen Massen chemischer Substanzen beziehen sich auf wasserfreie
Salze. Hydratisierte Formen dirfen als Alternative verwendet werden, aber die erforderlichen Massen miissen

angepasst werden, um daraus folgende Differenzen in den relativen Molekiilmassen zu berticksichtigen.

Die Reagenzien miissen analysenrein und/oder fiir mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Sie miissen frei von
Substanzen sein, die toxisch oder hemmend auf die Priiforganismen wirken.

Zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit wird empfohlen, dass zur Herstellung von Kulturmedien handelsiib-
lich erhaltliche Materialien verwendet werden, wenn sie geeignet sind. Die Anweisungen des Herstellers zur
Verarbeitung dieser Erzeugnisse sollten strengstens befolgt werden.

Fiir jedes Kulturmedium und Reagenz sollte eine zeitliche Begrenzung der Verwendung festgelegt werden.
Alle festgelegten pH-Werte werden bei (20 + 1) °C gemessen.

5.2.2.2 Wasser

Das Wasser muss frisch in einer Glasapparatur destilliertes und darf nicht entmineralisiertes Wasser sein. Falls
kein destilliertes Wasser geeigneter Qualitat zur Verfligung steht, darf Wasser fiir Injektionszwecke (siehe Lite-

raturhinweis [1]) verwendet werden.

Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven [5.3.2.1 a)]. Die Sterilisation ist nicht erforderlich, falls das Wasser z. B.
fiir die Herstellung von Kulturmedien verwendet und anschliefiend sterilisiert wird.

Hinsichtlich des Verfahrens zur Herstellung von Wasser standardisierter Harte siehe 5.2.2.7.

5.2.2.3 Phosphatpuffer-Kochsalz-L6ésung (PBS)

Natriumchlorid (NaCl) 8,00g
Kaliumchlorid (KCI) 0,20g
Dinatriumhydrogenphosphat, 12-fach verdiinnt (Na;HPO4 x 12H,0) 2,89¢g
Kaliumphosphat, einbasisch (KH,PO4) 0,20g
Wasser (5.2.2.2) bis 1 000,0 ml

5.2.2.4 Neutralrot(1:1000-L6sung)

Die Stammlésung wird aus 0,1 mg/ml Neutralrot (Sigma N70053) in Wasser (5.2.2.2) hergestellt. AnschlieRend
wird diese durch ein Filter mit der Porengréfde 0,44 pum filtriert und bei 4 °C im Dunkeln gelagert.

3 Sigma N 7005 ist ein Beispiel fiir ein geeignetes handelsiibliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung
der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts dugch CEN.
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5.2.2.5 Fotales Kalberserum (FCS)

Das FCS muss zertifiziert frei von Viren und Mykoplasmen sein. Uberfliissige Viren und Mykoplasmen kénnen
das Zell und Virenwachstum beeinflussen und zu falschen Ergebnissen fiihren.

Flir RAW 264.7-Zellen ist ein spezielles FCS aufgrund der hohen Zellempfindlichkeit gegeniiber Endotoxinen
zu verwenden.

5.2.2.6 Trichloressigsaure (10%ige Losung) (TCA)

10 g der TCA-Kristalle werden mit 80 ml Wasser (5.2.2.2) verdiinnt, dann wird das Volumen auf 100 ml mit
Wasser aufgefiillt. Durch Umriihren wird die Losung vervollstandigt.

5.2.2.7 Wasser standardisierter Hirte zur Verdiinnung der Produkte
Die Vorgehensweise bei der Herstellung von 11 Wasser standardisierter Harte ist wie folgt:

— Herstellung von Losung A: 19,84 g Magnesiumchlorid (MgCl,) und 46,24 g Calciumchlorid (CaCl,) werden
in Wasser (5.2.2.2) geldst und auf 1 000 ml aufgefiillt. Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration
(5.3.2.11) oder im Autoklaven [5.3.2.1a)]. Sofern das Autoklavieren angewendet wird, kann dies zu
einem Fliissigkeitsverlust fiihren. In diesem Fall wird die Losung unter aseptischen Bedingungen mit
Wasser (5.2.2.2) auf 1 000 ml aufgeftllt. Die Losung im Kiihlschrank (5.3.2.6) nicht langer als einen Monat
lagern;

— Herstellung von Lésung B: 35,02 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) werden in Wasser (5.2.2.2) gelost
und auf 1 000 ml aufgefiillt. Die Losung wird durch Membranfiltration (5.3.2.11) sterilisiert. Die Losung im
Kiihlschrank (5.3.2.6) nicht langer als eine Woche lagern;

— 600ml bis 700 ml Wasser (5.2.2.2) werden in einen 1 000ml-Messkolben gegeben, dazugegeben werden
6,0 ml (5.3.2.9) Losung A und danach 8,0 ml Lésung B. Die erhaltene Lésung wird gemischt und mit Wasser
auf 1 000 ml (5.2.2.2) aufgefiillt. Der pH-Wert (5.3.2.4) des Wassers standardisierter Harte muss 7,0 + 0,2
betragen (5.3.2.4). Falls erforderlich, wird der pH-Wert mittels einer Losung von etwa 40 g/1 (etwa 1 mol/1)
Natriumhydroxid (NaOH) oder etwa 36,5 g (etwa 1 mol/1) Salzsdure (HCI) eingestellt.

Das Wasser standardisierter Harte muss frisch unter aseptischen Bedingungen hergestellt und muss innerhalb
von 12 h verbraucht werden.

ANMERKUNG  Bei Herstellung der Produktpriiflosungen (5.4.2) fiihrt die Zugabe des Produkts zum Wasser standardi-
sierter Harte zu einer unterschiedlichen endgiiltigen Wasserharte in jedem Reagenzglas. In jedem Fall liegt die endgiiltige
Wasserharte, angegeben als Calciumcarbonat (CaCO3), im Reagenzglas unter 375 mg/1.

5.2.2.8 Belastungssubstanz

5.2.2.8.1 Allgemeines

Die Belastungssubstanz muss nach den fiir das Produkt festgelegten Anwendungsbedingungen ausgewahlt
werden.

Die Belastungssubstanz muss steril sein und in einer Konzentration hergestellt werden, die dem 10-Fachen
der in der Priifung verwendeten Endkonzentration entspricht.

Die lonenzusammensetzung (z.B. pH-Wert, Calcium und/oder Magnesiumhérte) und die chemische Zusam-
mensetzung (z. B. Mineralstoffe, Proteine, Kohlenhydrate, Lipide und Detergentien) miissen festgelegt sein.

ANMERKUNG  Der Begriff,Belastungssubstanz” wird auch dann verwendet, wenn es sich um mehrere Substanzen han-
delt.
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5.2.2.8.2 Bedingungen niedriger Belastung (Rinderserumalbumin — geringe Konzentration)

In 100 ml Wasser (5.2.2.2) Endvolumen werden 0,3 g Rinderserumalbumin Fraktion V (fiir mikrobiologische
Zwecke geeignet) gelost. Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration, die Loésung wird in einem Kiihl-
schrank aufbewahrt und innerhalb eines Monats verbraucht.

Die Endkonzentration von Rinderserumalbumin (BSA) in der Priifung betragt 0,3 g BSA je Liter.

5.2.2.8.3 Bedingungen hoher Belastung (Rinderserumalbuminlésung — hohe Konzentration)

In 100 ml Wasser (5.2.2.2) Endvolumen werden 3,0 g Rinderserumalbumin Fraktion V (fiir mikrobiologische
Zwecke geeignet) gelost. Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration, die Losung wird in einem Kiihl-
schrank aufbewahrt und innerhalb eines Monats verbraucht.

Die Endkonzentration von Rinderserumalbumin (BSA) in der Priifung betrdgt 3 g BSA je Liter.

5.2.2.8.4 Milch (fiir Molkereibetriebe)

Magermilch, die garantiert frei von Antibiotika und Zusatzstoffen ist, muss wie folgt hergestellt werden:

— Es wird eine Losung von 100 g Milchpulver in 1 000 ml Wasser (5.2.2.2) hergestellt.

— Es wird eine Lésung von 10,0 % (V/V) in Wasser (5.2.2.2) durch Zugabe von 10 Teilen rekonstituierter
Milch zu 90 Teilen Wasser hergestellt. Es wird 30 min bei (105 * 3) °C [oder 5 min bei (121 * 3) °C)] erhitzt.

Die Endkonzentration der rekonstituierten Milch in dem Priifverfahren (5.5) betragt 10,0 g/1.
Milch (entspricht 1,0 g/1 des Milchpulvers).
5.2.2.9 Medium fiir Zellkulturen

Es muss Eagle’s Minimum-Essential Medium (MEM) oder ein gleichwertiges Medium verwendet werden,
erganzt mit FCS (5.2.2.5), Antibiotika und weiteren Wachstumsfaktoren je nach Erfordernis.

a) Ein Wachstumsmedium fiir die Zellvermehrung wird mit 10 % FCS ergdnzt. Es werden 10 Teile FCS (5.2.2.5)
zu 90 Teilen MEM gegeben.

b) Ein Erhaltungsmedium, um den Zellstoffwechsel ohne Stimulation des Zellwachstums aufrechtzuerhalten,
wird mit 2 % FCS ergdnzt. Es werden 2 Teile FCS (5.2.2.5) zu 98 Teilen MEM gegeben.

Andere Medien diirfen verwendet werden, wenn sie fiir die bestimmte Zelllinie geeignet sind.

Siehe auch Literaturhinweise [2]. Siehe EN 12353 fiir eine detaillierte Beschreibung.

5.2.2.10 Zellkulturen

Zellkulturen koénnen als Einschicht-Zellkulturen oder in Suspensionen flir Quantalversuche verwendet wer-
den. Einschicht-Zellkulturen miissen vor der Beimpfung zu > 90 % zusammengewachsen (konfluierend) sein.
Die Zellen fiir eine Virustitration miissen, wenn sie als Suspensionen in Quantalversuchen verwendet werden,
den Verdlinnungen des Priifgemischs (5.5.2) in einer solchen Dichte hinzugefiigt werden, dass die Bildung einer

einschichtigen Lage innerhalb von hochstens 2 Tagen in der Zellkontrollprobe moglich ist.

Zelllinien werden entsprechend ihrer Sensibilitit gegeniiber den Priiforganismen (5.2.1) ausgewahlt. Fiir wei-
tere Details zu den Zelllinien siehe 5.5.1.1 e).
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5.2.2.11 Referenz Glutaraldehyd (Glutaral, 1,5-Pentanedial) CAS-Nummer 111-30-8

Die geforderten chemischen und physikalischen Parameter zur Verwendung als Referenzstandard fiir die Prii-
fung von Desinfektionsmittelzubereitungen sind in Tabelle 2 festgelegt.

Tabelle 2 — Geforderte chemische und physikalische Parameter

Parameter Festlegungen
50%ige Losung 25%ige Losung
Aussehen? durchsichtige Fliissigkeit | durchsichtige Fliissigkeit
pH-Wert 3,1 bis 4,5 3,1 bis 4,5
?irszteir;;r)ation von Glutaraldehyd (durch 50,0 % bis 52,0 % 25,0 % bis 26,0 %
Stabilitdt (Umgebungsbedingungen) 12 Monate 12 Monate
4 Anmerkung: Eine gelbliche Farbe zeigt eine beginnende Polyrimerisierung an.

Die vorstehend angegebenen Festlegungen (siehe Tabelle 2) sollten auf dem Analysenzertifikat tiberpriift wer-
den. Die pH-Werte miissen regelmafdig vom Labor gepriift und bestatigt werden. Wenn der pH-Wert und/oder
das Aussehen aufderhalb der Festlegung liegen, kann das Glutardialdehyd nicht mehr verwendet werden.

5.3 Apparate und Glasgerate

5.3.1 Allgemeines

Mit Ausnahme steril gelieferter sind alle Glasgerate und alle Geréateteile, die mit den Kulturmedien und Reagen-
zien oder der Probe in Berlihrung kommen, nach einem der folgenden Verfahren zu sterilisieren:

a) durch feuchte Hitze im Autoklaven [5.3.2.1a)];

b) durch trockene Hitze im Heif3luftsterilisator [5.3.2.1 b)].
5.3.2 Ubliche mikrobiologische Laborausriistung*
Und insbesondere folgende Gerate:

5.3.2.1 Gerate zur Sterilisation (feuchte und trockene Hitze)

a) zur Dampfsterilisation ein Autoklav, der fiir eine Mindesthaltezeit von 15 min bei (12 10+3) °C gehalten wer-
den kann;

b) zur Sterilisation durch trockene Hitze ein Heif3luftsterilisator, der fiir eine Mindesthaltezeit von 30 min bei
(1800+5) °C, fiir eine Mindesthaltezeit von 1h bei (17035) °C oder fiir eine Mindesthaltezeit von 2 h bei

(160[)"5) °C gehalten werden kann.

5.3.2.2 Wasserbader, einstellbar auf (20 + 1) °C und zusatzliche Priiftemperaturen =1 °C (5.5.1).
5.3.2.3 Umkehr-Mikroskop zum mikroskopischen Betrachten der Zellkulturen.

5.3.2.4 pH-Messgerit, mit einer Kalibriergenauigkeit von +0,1 pH-Einheiten bei 20 °C.

4  Sterile Einweggerate sind eine annehmbare Alternative zu wiederverwendbaren Glasgeraten.
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5.3.2.5 Stoppuhr

5.3.2.6 Kiihlschrank, einstellbar auf 2 °C bis 8 °C.

5.3.2.7 Elektromechanisches Rithrwerk, z. B. Vortex®-Mischer>;

5.3.2.8 Behiilter: Petrischalen, sterile Reagenzgladser, Kulturflaschen oder Kolben mit geeignetem Volumen.
5.3.2.9 Messkolben, kalibriert bei 20 °C.

5.3.2.10 Mikrotiterplatten oder Rohrchen, Petrischalen und Kolben fiir die Zellkulturen.

5.3.2.11 Membranfiltrationsgerit fiir die Filtration von Medien mit einer Porenweite von 0,22 um.
5.3.2.12 CO2-Brutschrank (95 % Luft, 5 % CO;), einstellbar auf (36 + 1) °C zur Inkubation von Zellkultu-
ren. Ein Brutschrank einstellbar auf (37 + 1) °C darf verwendet werden, wenn ein Brutschrank einstellbar auf
(36 £ 1) °C nicht verfiigbar ist.

5.3.2.13 Sterile Messpipetten mit Nennvolumina von 10 ml, 1 ml und 0,1 ml.

ANMERKUNG  Kalibrierte automatische Pipetten konnen verwendet werden.

5.3.2.14 Magnetriihrer, um die Zellen vor der Aussaat in Suspension zu halten.

5.3.2.15 Eismaschine oder kommerziell erhaltliches Eis zum Kiihlen des Zellerhaltungsmediums und der
Reaktionsgemische wahrend der Priifung (siehe 5.5.2 und 5.5.4)

5.3.2.16 Becken als Eisbad mit Eis und Wasser.

5.3.2.17 Mechanisches Schiittelgerit

5.3.2.18 Zentrifuge

5.3.2.19 Biologische Sicherheitswerkbank der Klasse II.

5.3.2.20 Tiefkiihleinrichtung, -70 °C oder weniger.

5.3.2.21 Exsikkator mit Vakuum-Manometer

5.3.2.22 Vakuum-Membranpumpe (z. B. Durchsatz von hochstens 3,8 m3/h Endvakuum < 75mbar)
5.3.2.23 Kryorohrchen

5.3.3 Priifoberflichen

Diese missen Scheiben aus Edelstahl 1.4301 (EN 10088-1) mit einem Durchmesser von 2 cm sein, die beidsei-
tig mit der Giiteklasse 2 B beschichtet sind und den Anforderungen von EN 10088-2 entsprechen. Die Scheiben
miissen so flach wie moglich sein; das wird am besten durch die Verwendung von nichtrostendem Stahl mit

einer Dicke von 1,2 mm oder 1,5 mm erreicht. Die Scheiben diirfen nur mit einer Pinzette angefasst und nur
einmal verwendet werden.

5 Vortex ® ist ein Beispiel fiir ein geeignetes handelstibliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der
Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch ﬁN.
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Vor der Verwendung miissen die Scheiben in einem Behdlter mit einer angemessenen Menge von
5 Volumenprozent Decon 90® oder 1 Volumenprozent Blanisol-Pur® fiir 60 min so gelagert werden, dass sie
nicht zusammenkleben und die Oberfldche nicht beschadigt wird. Die Scheiben werden 10 s mit flief3endem
frisch destilliertem Wasser (5.2.2.2) oder entmineralisiertem Wasser abgespiilt; es wird vermieden, dass sie
in jeglicher Form trocknen.

Die Scheiben werden weitere 10 s mit Wasser (5.2.2.2) gespiilt, um die vollstindige Entfernung des Tensids
sicherzustellen. Um einen ausreichenden Wasserfluss sicherzustellen, kann ein sterilisierter Fliissig-
keitsdruckbehdlter mit geeignetem Schlauch und Anschlussstiick oder ein anderes geeignetes Verfahren
angewendet werden, durch das eine Zufuhr von etwa 2000 ml je min sichergestellt ist. Die Scheibe wird
15min in ein Bad getaucht, das ISO-Propanol (IPA) enthalt. Die Scheiben werden herausgenommen und
mindestens 10 s mit Wasser (5.2.2.2) abgespiilt. Es wird durch Autoklavieren sterilisiert.

ANMERKUNG  Geeignete Scheiben aus rostfreiem Stahl kénnen iiblicherweise von ortlichen Maschinenbaubetrieben
kauflich erworben werden.

5.4 Herstellung der Priiforganismensuspensionen und der Produktpriiflésungen
5.4.1 Priiforganismensuspensionen (Viruspriifsuspension)
Die Priiforganismen und deren Stammkulturen miissen nach EN 12353 hergestellt und aufbewahrt werden.

Die Virus-Stammsuspension wird in einer geeigneten Zelllinie, die hohe Titer von infektiésen Viren erzeugt,
vermehrt. Die Zelltrimmer werden durch Zentrifugieren (400 gy fiir 15 min) abgetrennt. Dieses Praparat wird
als ,Viruspriifsuspension“ bezeichnet.

Es wird vorgeschlagen, dass die Virussuspension einen Mindesttiter von 108 TCIDs,/ml — bestimmt durch
einen Quantalversuch [5.5.2 a)] oder durch einen Plaqueversuch [5.5.2 b)] — aufweist. In jedem Fall muss er
hoch genug sein, um eine Titerabnahme um mindestens 4 lg Stufen zu ermoglichen, damit das Verfahren veri-
fiziert werden kann.

Falls erforderlich, darf die Virussuspension durch geeignete Verfahren (z. B. Ultrazentrifugieren) konzentriert
werden.

Die Priifsuspension wird in kleinen Volumina unter -70 °C oder vorzugsweise zwischen =135 °C und -196 °C
in der Dampfphase von fliissigem Stickstoff oder in fliissigem Stickstoff (mit geeigneten dichten Kryorohrchen,
5.3.2.23) aufbewahrt.

Aus Sicherheitsgriinden und — in einigen Fallen — zur Vermeidung einer moglichen Genmutation sind nur
10 Passagen aus dem urspriinglichen Aussaatvirus (z. B. Virus aus der Kulturensammlung) zul&ssig.

Die Priifsuspension wird unverdiinnt im Priifverfahren (5.5.2 oder 5.5.3) verwendet.
5.4.2 Produktpriiflésung

Genaue Informationen tiber das Produkt, wie es vom Hersteller oder aus einer anderen Quelle erhalten wurde,
miissen aufgezeichnet werden.

Produktpriiflésungen miissen in Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7) in mindestens drei unterschiedlichen
Konzentrationen hergestellt werden, wobei eine Konzentration im wirksamen Bereich und eine Konzentration
im unwirksamen Bereich liegen muss. Das Produkt im Lieferzustand darf als eine der Produktpriiflésungen
verwendet werden.

6 Decon 90® und Blanisol-Pur sind Beispiele fiir geeignete handelsiibliche Produkte. Diese Information dient lediglich
zur Unterrichtung der Anwender dieser Norm und bedeutet keine Anerkennung der genannten Produlgte durch CEN.
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Verdiinnungen gebrauchsfertiger Produkte, d. h. von Produkten, die bei ihrer Anwendung nicht verdiinnt wer-
den, miissen in Wasser (5.2.2.2) hergestellt werden.

Bei festen Produkten wird das Produkt im Lieferzustand geldst, indem mindestens 1,0 g + 10 mg des Produkts
in einen Messkolben eingewogen werden und mit Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7) aufgefiillt wird. Die
folgenden Verdiinnungen (= niedrigeren Konzentrationen) miissen in Messkolben (5.3.2.9) auf der Basis von
Volumenanteilen in Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7) hergestellt werden.

Bei fllissigen Produkten miissen Verdiinnungen des Produkts mit Wasser mit standardisierter Harte auf einer
Volumen/Volumen-Basis unter Verwendung von Messkolben (5.3.2.9) hergestellt werden.

Die Produktpriiflésungen miissen frisch hergestellt werden und miissen innerhalb von 2 h fiir die Priifung ver-
wendet werden. Sie miissen wahrend des gesamten Priifablaufs eine physikalisch homogene stabile Zuberei-
tung ergeben. Falls wahrend des Verfahrens eine sichtbare Inhomogenitat durch das Eintreten einer Ausfallung
oder Ausflockung auftritt, zum Beispiel durch die Zugabe der Belastungssubstanz, muss dies in den Priifbericht
aufgenommen werden.

Die im Priifbericht angegebene Konzentration des Produkts muss der gewiinschten Priifkonzentration ent-
sprechen. Die Priifkonzentration ist als Konzentration Volumen je Volumen oder Masse je Volumen aufzuzeich-
nen wie auch die Einzelheiten der Produktprobe im Lieferzustand.

5.5 Verfahrensablauf zur Beurteilung der viruziden Wirkung des Produkts

5.5.1 Priifbedingungen

Die Auswahl der Einwirkungstemperatur, der Einwirkzeit und der Belastungssubstanzen muss entsprechend
der fiir das Produkt in Betracht gezogenen praktischen Anwendung (Abschnitt 4) wie folgt erfolgen:

a) Priftemperatur 6, in °C:
Die Priftemperatur muss Raumtemperatur sein (zwischen 18 °C und 25 °C); zusatzliche Temperaturen
dirfen zwischen (4 + 1) °C und (30 + 1) °C gewahlt werden und miissen im Priifbericht (5.9) aufgezeichnet
werden.

b) Einwirkzeit, ¢t (in min):

Die zu priifenden Einwirkzeiten sind in Abschnitt 4, Tabelle 1 festgelegt.

Die zuldssige Grenzabweichung fiir jede gewahlte Einwirkzeit betragt £10 s, auf3er bei 1 min oder weniger,
wo sie +5 s betragt.

c) Belastungssubstanzen:
Die zu priifende Belastungssubstanz ist die Rinderalbuminlésung (5.2.2.8.2) unter Bedingungen niedriger
Belastung oder unter Bedingungen hoher Belastung (5.2.2.8.3), entsprechend den praktischen Anwendun-
gen.
Zusatzliche Belastungssubstanzen konnen entsprechend den spezifischen Anwendungsbereichen wie
Milch (5.2.2.8.4) fiir Molkereibetriebe ausgewdahlt werden und miissen im Priifbericht (5.9) aufgezeichnet
werden.

d) Priforganismen
Die zu priifenden Priiftemperaturen sind in Abschnitt 4, Tabelle 1 festgelegt.
Zusétzliche Stamme diirfen ausgewdhlt werden und miissen im Priifbericht vermerkt werden (5.9).
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e) Zellinie(n):
Adenovirus wird in HeLa- oder anderen Zelllinien mit einer geeigneten Sensibilitdt vermehrt.

Muriner Norovirus wird in RAW 264.7 (ATCC TIB-71) oder anderen Zelllinien mit einer geeigneten Sensi-
bilitat vermehrt.

Modifiziertes Vacciniavirus Ankara wird in BHK-21-Zellen (ATCC CCL-10) oder anderen Zelllinien mit einer
geeigneten Sensibilitdt vermehrt.

5.5.2 Priifverfahren

Die Priifung muss bei einer Temperatur zwischen 18 °C und 25 °C durchgefiihrt werden. Jede Priifoberflache
(5.3.3) wird aseptisch in eine Petrischale (5.3.2.8) gelegt, es wird sichergestellt, dass sich die Schale in einer
horizontalen Position befindet.

Neun Volumina der Priifvirussuspension (5.4.1) werden mit einem Volumen der Belastungssubstanzlosung
(5.2.2.8) gemischt.

Flir jeden Priiforganismus, fiir jede Konzentration des Produkts und fiir jede Kontaktzeit werden
2 Priifoberflachen und 2 Priifoberflachen fiir die Wasserkontrolle (5.5.6) vorbereitet. Die 2 Priifoberflachen
miissen in derselben Arbeitssitzung parallel angewendet werden. Die Priifoberflichen werden in eine
sterile Petrischale mit laminarer Luftstromung gelegt; es wird sichergestellt, dass sich die Schale in einer
horizontalen Position befindet. Die Priifoberflaichen werden vorbereitet, indem jede Priifoberflaiche mit 50
ul der Virussuspension und die Belastungssubstanz beimpft wird, wobei darauf geachtet wird, dass die
Suspension in der Mitte der Priifoberflache verteilt wird (5.3.3) (es wird vermieden, dass die Rander der
Priifoberflachen bertihrt werden; die Suspension wird nicht verteilt). Die Oberflaichen werden getrocknet, bis
sie sichtbar trocken sind.

Es wird davon ausgegangen, dass die Trocknung der Priifoberflichen aufgrund der Umgebungsbedingungen
im Laboratorium und der Konstruktion der Kabine mit laminarer Luftstromung unterschiedlich schnell erfolgt.
Aus diesem Grund wird keine Zeitdauer angegeben, und die Zeit, die die Oberflaichen mindestens bendétigen,
um sichtbar trocken zu werden, sollte fiir jedes Laboratorium festgelegt sein. Die Trocknungszeit sollte 60
min nicht tiberschreiten; wenn sie iiberschritten wird, miissen andere Trocknungsbedingungen ausgewahlt
werden. Die Priifoberflachen miissen sich bei der ausgewahlten Priiftemperatur 6 + 1 °C ausgleichen.

Die Priifoberflachen miissen innerhalb von 60 min verwendet werden, um eine Virusinaktivierung mit der Zeit
zu verhindern.

Unmittelbar nach dem Trocknen wird jede Priifoberflache vorsichtig aufgehoben und mit der inokulierten Seite
nach oben in eine sterile Petrischale gelegt; es wird sichergestellt, dass sich die Priifoberflache in einer hori-
zontalen Position befindet. Das getrocknete Inokulum wird auf den Priifoberflichen mit 100 pul der Priiflosung
bedeckt. Es muss darauf geachtet werden, dass die Pipettenspitze den Trager nicht beriihrt. Flir die Wasser-
kontrolle werden 100 pl Wasser mit standardisierter Harte (5.2.2.7) oder Wasser (5.2.2.2), wenn das Produkt
in Wasser verdiinnt wurde, auf die anderen Priifoberflachen aufgebracht, wobei sichergestellt wird, dass das
getrocknete Inokulum vollstandig bedeckt ist.

Nach der gewdhlten Einwirkzeit wird jede der Priifoberflachen sofort in einen getrennten Behdlter (mit fla-
chem Boden zwischen 4 cm und 5 cm, mit Deckel) tiberfiihrt und 0,9 ml eisgekiihltes Medium fiir Zellkulturen
ohne FCS, z. B. Eagle’s minimal essential medium (EMEM) oder Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), je
nach verwendeter Zelllinie zugegeben. Jeder Behalter wird 60 s (5.3.2.7) (oder so lange, bis kein getrocknetes
Inokulum mehr sichtbar ist) gemischt, um das Virus zu resuspendieren.

Unmittelbar nach der Elution wird eine Reihe von zehnfachen Verdiinnungen der Virussuspension in eiskaltem

Erhaltungsmedium (MEM + 2 % FCS) hergestellt. Die Pipettenspitzen miissen nach jeder Verdiinnung gewech-
selt werden, um ein Verschleppen von Viren zu vermeiden.
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Die Zellkulturen werden mit den Verdiinnungen beimpft. Nach dem Bebriiten wird der Virustiter bestimmt.

Die Reduktion des Virustiters wird aus den Titerdifferenzen zwischen den mit Desinfektionsmittel und den mit
Wasser mit standardisierter Hiarte behandelten Proben berechnet.

Nach der Behandlung mit dem Produkt oder Wasser wird die Infektiositat mit einem der folgenden Verfahren
gepriift.

a) Quantalversuche (Endpunkttitration) — [die Verfahren 1) bis 2) sind alternativ anzuwenden]
1) Virustitration auf Zellen in Suspension auf Mikrotiterplatten:

0,1 ml jeder Verdiinnung werden, beginnend mit der héchsten Verdiinnung, in sechs oder acht Vertie-
fungen einer Mikrotiterplatte (5.3.2.10) iibertragen. 0,1 ml einer Zellkultursuspension (5.2.2.11) wird
in einer solchen Dichte hinzugefiigt, dass die Bildung einer einschichtigen Zelllage (> 90 %) nicht lan-
ger als 2 Tage in der Zellkontrollprobe moglich ist. Parallel dazu dienen sechs oder acht Vertiefungen
als Zellkontrollprobe und erhalten keine Virussuspension.

Die zytopathische Wirkung (CPE) des Virus wird nach der geeigneten Bebriitungszeit (entsprechend
dem Virustyp) mittels eines Umkehr-Mikroskops beurteilt.

2) Virustitration auf einschichtigen Zelllagen auf Mikrotiterplatten:

0,1 ml jeder Verdiinnung wird in sechs bis acht Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (5.3.2.10) tber-
tragen, die eine konfluierende (> 90 %) einschichtige Zelllage (5.2.2.11) ohne Medium enthalten. In
die letzte Reihe von sechsoderacht Vertiefungen wird 0,1 ml Kulturmedium (5.2.2.10 b)) gegeben,
sie dient als Zellkontrollprobe. Nach einer Bebriitungsdauer von 1h bei 37 °C wird jeder Vertiefung
0,1 ml Zellkulturmedium (5.2.2.10 a)) zugesetzt. Die Pipetten fiir die Rohrchen oder Vertiefungen sind
auswechseln, wenn Medium zugesetzt wird.

Die zytopathische Wirkung (CPE) des Virus wird nach der geeigneten Bebriitungszeit (entsprechend
dem Virustyp) mittels eines Umkehr-Mikroskops beurteilt.

b) Plaqueversuche

Vertiefungen in Untersuchungstabletts aus Kunststoff (Oberflaichendurchmesser 30 mm bis 35 mm) mit
konfluierenden einschichtigen Zelllagen werden einmal mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS)
(5.2.2.3) gewaschen und mit jeweils 0,2 ml der Verdiinnungsreihen der Viren in MEM + 2 % FCS beimpft. Im
Allgemeinen werden sechs bis acht Vertiefungen je Verdliinnung verwendet. Nach einer Adsorptionsdauer
von 1 hbei37 °C,inder die Einschicht-Zelllagen durch Neigen der Platten alle 8 min bis 10 min feucht gehal-
ten werden, wird das Inokulum entfernt und die Zelllagen werden einmal mit PBS gewaschen. Anschlie-
3end werden die Vertiefungen mit 3 ml eines Gemischs aus 2 % verfliissigter Agarose oder einem sonstigen
geeigneten halbfesten Medium und doppelt konzentriertem MEM mit 4 % FCS tiberschichtet. Die Kulturen
werden fiir 5 Tage bis 6 Tage bei 37 °C in einem CO,-Brutschrank (5.3.2.12) bebriitet.

Die Plaques kénnen nach Zusatz von 2 ml einer zweiten Uberschichtung mit der gleichen Zusammenset-
zung wie die erste, die ebenfalls 5 % Neutralrotlosung 1: 1 000 enthalt, und weiterer Bebriitung (im Dun-
keln) bei 37 °C fiir 24 h bis 48 h in einem CO,-Brutschrank (5.3.2.12) ausgezahlt werden.

Die Auszdhlung kann auch nach Zugabe von Kristallviolett erfolgen. Die Einschicht-Zellkulturen werden
durch Zugabe von 2 ml Trichloressigsaure (TCA) 10 % (5.2.2.6) iiber die Agariiberschichtung fiir 10 min
bis 15 min bei Raumtemperatur fixiert. Die Agariiberschichtung wird dann entfernt und 2 ml Kristallviolett
0,1 % in 20%igem Ethanol werden zugegeben. Nach 10 min bis 15 min bei Raumtemperatur werden die
Vertiefungen ausgiebig mit Wasser gespiilt und die Plaques (weifse Flecken) werden ausgezahlt.

ANMERKUNG  Als Alternative zum Plaqueversuch kann die Bestimmung mit CPE verwendet werden.
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In auergewohnlichen Féllen (z. B. zu geringes Volumen der Viruspriifsuspension) konnen kleinere Volumen
der Reagenzien und des Virus verwendet werden, wobei sicherzustellen ist, dass die relativen Proportionen
aufrechterhalten werden.

5.5.3 Durch Produktlésungen verursachte Zytotoxizitit
5.5.3.1 Zytotoxische Wirkung

Zur Uberpriifung einer méglichen morphologischen Veranderung der Zellstrukturen durch das Desinfekti-
onsmittel werden 45 pl MEM + 2 % FCS + 5 pl Belastungssubstanz gemischt und ein Keimtrager damit beimpft
und getrocknet. 100 pl des Produkts (in den in der Priifung verwendeten Verdiinnungen) werden zugegeben
und 5 min bei Priiftemperatur stehen gelassen. 0,9 ml MEM und 2 % FCS-Gemisch (5.3.2.7) werden 30 s elu-
iert. Verdliinnungsreihen (Verdiinnungsschritt: 1:10) werden im Kulturmedium hergestellt und in Zellkultu-
ren (einschichtige Zelllagen oder suspendierte Zellen) beimpft. Dies muss parallel zur Priifung durchgefiihrt
werden. Jegliche mikroskopische Veranderungen in den Zellen werden beim Ablesen der Priifungen fiir CPE
(2 Priifoberflachen) aufgezeichnet.

5.5.3.2 Interferenzkontrolle — Kontrolle der Zellsensibilitit

Ziel der Interferenzkontrolle ist festzustellen, ob die Zellsensibilitat fiir die Virusinfektion durch die Behand-
lung mit dem Desinfektionsmittel nicht negativ beeinflusst wird.

Vergleichende Virustitrationen werden an Zellen durchgefiihrt, die mit und ohne Desinfektionsmittel behan-
delt wurden, um die Verminderung der Sensibilitat gegeniiber Viren wie folgt zu bestimmen:

Behandlung der Zellen:

a) Einschicht-Zellkulturen: 0,1 ml der niedrigsten, offenbar nicht zytotoxischen Verdiinnung (keine mikro-
skopisch erkennbare Verdnderung) der Produktpriiflosung (5.4.2) oder PBS (5.2.2.3) und 0,1 ml des Kul-
turmediums werden auf jede der 6 dargestellten Zellkulturen auf Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen
(5.3.2.10) aufgetragen; nach Einwirkung fiir 1 h bei 37 °C wird der Uberstand verworfen;

b) Zellsuspensionen: ein Volumen der niedrigsten, offenbar nicht zytotoxischen Verdiinnung des Produkts
oder PBS (5.2.2.3) wird einem Volumen doppelt konzentrierter Zellsuspension zugegeben. Nach 1h bei
37 °C werden die Zellen abzentrifugiert und in Kulturmedium [5.2.2.10 a)] resuspendiert.

Vergleichende Virustitration:

Das Virus wird von 10~ bis 10719 verdiinnt und auf den behandelten oder unbehandelten Zellen parallel zu
5.5.2a) oder b) titriert.

Zur Bestimmung einer verbleibenden Infektiositat kdnnen nur die Verdinnungen der Produktlosung verwen-
det werden, die

a) einen niedrigen Grad der Zellzerstorung (< 25 % der Einschicht-Zellkultur) aufweisen;

b) eine Reduktion des Virentiters um < 1 1g hervorrufen.

5.5.3.3 Elimination der Zytotoxizitat

Falls die Zytotoxizitét so stark ist, dass die Reduktion (5.8.2) der verbleibenden Infektiositit kleiner als die
geforderten 41g TCID5 ist und deshalb eine 4 Ig-Reduktion nicht bestimmt werden kann, miissen spezielle

Techniken verwendet werden, wie z. B.:

a) Molekularsiebfiltration, d. h. Sephadex™ LH 201 (A.1);
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